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APRESENTACAO

A grande extensao do territorio brasileiro reservado a pratica agricola, seja
para fins alimenticios ou biotecnolégicos, como a produgdo de biocombustiveis
tem como consequéncia um exacerbado uso de pesticidas.

Apesar das vantagens trazidas por estas substancias, que permitem um
maior rendimento agricola, impedindo a agdo de pragas que prejudicam as
plantagbes, muitas sdo as desvantagens associadas ao seu uso, como a perda de
especies economicamente importantes, o surgimento de espécies de pragas
resistentes, que levam a necessidade do desenvolvimento de substancias cada
vez mais fortes e os danos causados por essas drogas a saude dos organismos
nao alvos, que acabam entrando em contato com as mesmas, pela ingestao de
alimentos, agua ou pelo ar.

Dentre os pesticidas usados no Brasil o herbicida organofosforado
Roundup® esta entre os mais usados. Apesar de ser amplamente conhecido
como uma droga de baixa toxicidade, classificado no grau Il pela ANVISA, e
caracterizado por atuar exclusivamente em uma rota metabdlica presente apenas
em plantas, o Roundup® tem causado danos a saude de organismos animais.

Nosso objetivo foi avaliar os efeitos do Roundup® sobre a estabilidade de
eritrocitos de frangos de corte e de coelhos, utilizando concentracdes crescentes
do herbicida em solugéo 0,9% de NaCl.

No primeiro capitulo caracterizamos os herbicidas organofosforados,
principalmente o Roundup®, e seus efeitos danosos aos organismos, as
membranas biolégicas e a importancia dos eritrocitos como modelo de estudo das
membranas e como uma das vias de transporte desses compostos no organismo.

No segundo capitulo testamos o efeito in vitro do herbicida Roundup®
dentro das especificagbes de seguranga para uso na agricultura, indicadas pelo

fabricante, na estabilidade osmatica de eritrécitos de frangos de corte e coelhos.



CAPITULO 1

Fundamentagao Tedrica

ACAO E TOXICIDADE DO HERBICIDA GLIFOSATO
E SUA INTERACAO COM A ESTRUTURA CELULAR



Os pesticidas organofosforados

O uso de pesticidas organofosforados (OP) €& bastante intenso e
comprovadamente gera efeitos deletérios sobre organismos vivos [GULTEKIN et
al., 2001] sendo os mesmos responsaveis por cerca de 100.000 vitimas de
envenenamento por ano no mundo [ZILKER e HIBLER, 1996].

Em geral, os OPs apresentam natureza neurotdxica, pela agao inibitéria
sobre a atividade da colinesterase neuronal, que normalmente ocorre pela
fosforilagao da enzima acetilcolinesterase (AChE) [WOREK et al., 1997, 1999]. Os
sinais e sintomas caracteristicos de intoxicagao aguda por organofosforados em
sua maioria resultam em crise colinérgica [THIERMANN et al. 1999]. Ja a
exposicao cronica a organofosforados pode gerar nauseas, dores de cabeca e
confusao mental [O'MALEY, 1997].

Ainda que a AChE seja um alvo clinicamente importante da exposicéo ao
OP, outras proteinas também formam uma ligagdo covalente com o mesmo,
dependendo apenas da identidade do OP [CASIDA e QUISTAD, 2004]. Essas
proteinas sao classificadas como alvos secundarios, e dentre elas podemos citar
carboxilesterase e butirilcolinesterase [CASIDA e QUISTAD, 2004].

Apesar da maioria dos OP induzirem crise colinérgica, os sintomas de
intoxicagcdo podem variar dependendo do tipo de OP. Por exemplo, a
administragdo de uma dose baixa do OP Fenthion diminui a atividade motora de
ratos em 86%, mas nao altera a resposta a uma agressao mecanica na cauda,
enquanto uma dose baixa de Paration néo altera atividade motora, mas diminui a
resposta a uma agressao mecanica na cauda [MOSER, 1995].

Em alguns casos os niveis da AChE nao sao alterados. Trabalhadores que
manufaturam o pesticida OP Quinalfos tém escores significantemente baixos de
memoria, habilidade de aprendizagem, vigilancia ou resposta motora, enquanto
seus niveis de atividade de colinesterase sanguinea s&o iguais aos de sujeitos
que nao trabalham na manufatura desses compostos [SRIVASTAVA et al., 2000].

Um efeito carcinogénico de pesticidas OPs tem sido postulado [RUPA et al.
1989, FIGA-TALAMANCA et al., 1993] e um aumento na incidéncia de inumeros
tipos de cancer em pessoas que vivem em fazendas, tem sido associado a

constante exposicao dessas pessoas a estas substancias [FORASTIERE et al.



1993, VIEL e CHALLIER, 1995, WIKLUND e DICH, 1995, ZAHM , 1997,
WESSELING, 1999].

A exposigao oral crénica ao OP Diazinon causa doengas nos 6rgaos do
sistema imune que sado provaveis comprometedoras de sua fungdo. As lesdes
apés a exposicdo sao limitadas e oOrgao-especificas, com mudangas
histoquimicas implicando em mudangas dramaticas e deletérias no metabolismo
[HANDY et al. 2002].

A reprodugdo humana, bem como a sobrevivéncia de fetos e recém
nascidos, tém sido afetados pela exposicdo a pesticidas OP a niveis que
normalmente s&o considerados seguros. Existem evidéncias de prejuizo a
fertilidade devido a redugao na qualidade do sémen e possivelmente aos baixos
niveis de testosterona em homens expostos, todavia os efeitos sobre hormdnios
reprodutivos femininos sao inconclusivos [PEIRIS-JOHN e WICKREMASINGHE,
2008].

Evidéncias sugerem que OPs interferem negativamente no crescimento e
desenvolvimento do feto quando a exposi¢cdao ocorre antes do nascimento
[CRISOSTOMO e MOLINA 2002; DABROWSKI et al., 2003, PEIRIS-JOHN e
WICKREMASINGHE, 2008]. A sobrevivéncia do neonato € comprometida em
populacdes expostas aos pesticidas em relacdo a populagbes nao expostas
[PEIRIS-JOHN e WICKREMASINGHE, 2008] e essa exposicdo leva a alteracdes
no periodo gestacional [CRISOSTOMO e MOLINA, 2002; DABROWSKI et al.,
2003]. Outro problema é a constatacao de uma associagao entre exposi¢ao pré-
natal a pesticidas OP e desenvolvimento mental. Problemas sérios de
desenvolvimento foram apresentados por 372 criangcas aos 24 meses de idade,
filhas de familias latinas que trabalham em fazendas na Califérnia [ESKENAZI et
al. 2007].

A imerséo de coelhos no OP diazinon em baixa (0,6 mg/L) e alta (3 mg/L)
concentragdes por 10 segundos causou anemia, diminuigdo nas quantidades de
proteinas totais do plasma, diminuicdo da enzima citocromo P-450, alteracbes na
atividade da AChE no tecido cerebral e renal e alteracbes histopatoldgicas nas
células do tecido renal. Lesdes nos tubulos renais, tecido nervoso e mudancgas
histoquimicas foram refletidas pelas mudangas dos depdsitos de glicogénio nos

hepatécitos dos animais expostos [YEHIA et al. 2007]. Todas essas alteracdes



demonstram a toxicidade deste OP aos animais usados e mesmo em animais que
sofrem a aplicacdo deste produto para se livrarem de determinadas espécies de
carrapatos.

O estresse oxidativo € um sinal de toxicidade celular que € induzida tanto
por pesticidas organoclorados quanto organofosforados [STEVENSON et al.,
1995; RANJBAR et al., 2002]. O estresse oxidativo pode ser induzido ou pela
superprodugao de radicais livres ou pela alteragcdo nos mecanismos de defesa
antioxidante, incluindo enzimas de destoxificagdo [ABDOLLAHI et al., 2004].

Indugao in vivo de estresse oxidativo em trabalhadores agricolas e in vitro
de cultura de linfécitos tratados com OPs, além danos ao DNA, foram induzidos
por estes pesticidas [MUNIZ et al. 2007].

O OP dimetoato induziu danos as células de ratos Wistar através da
geracdo de radicais livres. Os nucleos das células do cérebro mostraram
mudancas na sua forma e na condensacgao da cromatina, caracteristicas da morte
celular devido a estresse oxidativo. As mesmas caracteristicas foram mostradas
pelos hepatodcitos. As micrografias eletrénicas suportam os dados bioquimicos,
indicando que o estresse oxidativo induziu morte de células no cérebro e no
figado na dose de 30 mg/kg nos animais tratados com dimetoato [SHARMA et al.,
20085].

Outro sinal de toxicidade celular e molecular dos OPs é a peroxidacao
lipidica (PL) [YAMANO e MORITA 1992; BAGCHI et al., 1995; BACHOWSKI et
al., 1997; GULTEKIN et al. 2000B, 2001]. Altas doses do OP dichlorvos estimulam
a PL através do aumento no plasma dos niveis da enzima malonaldeido e da
diminuicdo da atividade da catalase (CAT) nos eritrocitos de ratos Swiss
[YARSAN e CAKIR, 2006]. Em estudos in vitro e in vivo os OPs alteraram a
atividade de enzimas antioxidantes CAT, superoxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx) [GULTEKIN et al. 2000B, 2001, LOPEZ et al. 2007],
além de diminuir a atividade da AChE [LOPEZ et al. 2007].

A exposicao por 30 dias de ratos ao pesticida OP dimetoato, em doses de
6 e 30 mg/kg induziu um aumento da citocromo P-450 nos microssomos € um
consequente aumento na producdo de radicais oxigénio. Foi observado um

aumento paralelo no indice de PL, evidenciado pela significante elevagéo na



quantidade de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) [SHARMA et
al., 2005].

O herbicida Roundup®

O inseticida organofosforado Roundup® ¢ um dos herbicidas mais usados
no Brasil e no mundo [GEHIN et al. 2006; BAYLIS, 2000; WOODBURN, 2000].
Seu principio ativo é o glifosato (N-fosfonometil-glicina), pertencente ao grupo
quimico das glicinas substituidas [WILLIAMS et al., 2000]. Ele foi descoberto em
1970 e passou a ser utilizado no Brasil a partir de 1978.

Ele atua exclusivamente em plantas, impedindo seu crescimento através
da inibicdo da atividade da enzima 5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato sintetase
(EPSPS), responsavel pela biossintese do corismato, precursor na sintese dos
aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano [WILLIAMS et al., 2000]. E
considerado um herbicida pds-emergente, de acao sistémica, nao-seletivo e de
amplo espectro de acdo [CAGLAR e KOLANKAYA, 2007].

O (lifosato é um composto anfétero, com valores de pK, variados.
Geralmente é comercializado na forma de sal de isopropilaménio. Por ser polar e
altamente soluvel em substancias aquosas, ele se complexa facilmente. Ele se
liga fortemente as particulas do solo, possuindo normalmente uma vida média de
45-60 dias, mas pode chegar a persistir por até 170 dias [VEREECKEN, 2005]. A
alta polaridade da sua molécula torna-o praticamente insoluvel em solventes
organicos [WILLIAMS et al., 2000].

A complexagdo do glifosato com ions metalicos e sua adsor¢édo em
superficies minerais pode afetar sua degradacéo, distribuicdo, e bio-utilidade no
solo e lengdis freaticos. Ele é pertencente a uma classe unica de agentes
fortemente quelantes, e por sua capacidade de adsorcao ele pode se tornar mais
persistente no solo [PESSAGNO et al. 2008]. Ao se associar as particulas do solo
€ a agua, o glifosato pode ser transportado, pela forga das chuvas, para regides
proximas ao local onde ele foi aplicado [PERUZZO et al., 2008]. A sua principal
rota de degradacdo no ambiente € por meio de microorganismos presentes no
solo, sendo o AMPA seu principal metabdlito e o acido fosfénico e dioxido de
carbono seus produtos finais [WILLIAMS et al., 2000].

O Roundup® é normalmente formulado com agua a 2.13 M (356 g/L acido



livre ou 480 g/L sal de isopropilamina) e surfactante, adicionado para permitir sua
penetracdo na superficie da planta e, consequentemente, melhorar sua
efetividade, além de outras substancias consideradas inertes, presentes em sua
composicdo. O surfactante predominantemente usado no Roundup® é
polioxietileno amino (POEA), sintetizado a partir de acidos graxos derivados de
animais [WILLIAMS et al., 2000].

O Roundup®, devido a seu caminho bioldgico especifico, que ndo se
encontra presente nos animais, exerce seu efeito herbicida somente em plantas e
alguns microorganismos. Por isso, tanto o glifosato puro, como suas formulag¢des
comerciais eram considerados seguros, de acordo com testes experimentais
[WILLIAMS, 2000]. No entanto, a seguranga do Roundup®, bem como a do
glifosato, a saude animal vem sendo questionada [JIRAUNGKOORSKUL et al.,
2003, TSUI e CHU, 2008, LANGIANO e MARTINEZ, 2008] .

Alguns estudos comprovam que o Roundup® é mais tdxico que seu
componente ativo, o glifosato [GRISOLIA, 2002, BRADBERRY et al. 2004]. Essa
maior toxicidade exibida pelo Roundup® provavelmente se deve ao efeito
sinérgico do principio ativo e dos surfactantes adicionados, juntamente as
substancias inertes [PEIXOTO, 2005; BRADBERRY et al. 2004; GRISOLIA,
2002].

O surfactante POEA tem sido indicado como responsavel pela maior
toxicidade conferida ao Roundup® [GLUSCZAK et al., 2006; PIENIAZEK et al.,
2004; SANTOS et al., 2005].

Como o Roundup® é utilizado também para o controle de ervas daninhas
que se desenvolvem em ambientes aquaticos, glifosato e, possivelmente, POEA,
tém sido detectados em concentragdes relativamente altas em algumas amostras
de agua e sedimentos [TSUI e CHU, 2008], ainda que essas concentracdes
tenham permanecido transitoriamente nesses ambientes. A potencializacdo da
toxicidade do Roundup®, devido a presenca do surfactante POEA, tem sido
demonstrada sob condicbes laboratoriais, em diferentes niveis troficos de
organismos aquaticos: bactérias, algas, protozoarias e zooplancton [TSUI e CHU,
2003].

Ao analisar a toxicidade aquatica de diferentes formulacbes a base de

glifosato em diferentes organismos e sob diferentes condigbes ambientais, Tsui e



Chu (2003) constataram que a ordem de toxicidade das substancias testadas foi
POEA > Roundup® > glifosato acido > glifosato de isopropilaménio. Das sete
espécies testadas, pertencentes aos grupos das bactérias, algas, protozoarios e
crustaceos, o POEA foi toxico a todos os organismos. O grau de toxicidade do
Roundup® foi cerca de 4 a 5 vezes maior entre microalgas e crustaceos que entre
bactérias e protozoarios. Sua toxicidade foi maior com o aumento do pH [TSUI e
CHU, 2003].

Alteragbes histoldgicas foram observadas no figado, branquias e pulmbes
de Oreochromis niloticus apds exposicdo aguda e cronica a concentragdes
subletais de Roundup® [JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002, 2003].

A exposicido do peixe Leporinos obtusidens ao Roundup®, nas
concentragdes de 3, 6, 10 e 20 mg/L de glifosato, por 96 h, gerou uma significante
reducdo na atividade da acetilcolinesterase do cérebro e em alguns parametros
metabolicos e hematologicos [GLUSCZAK et al, 2006]. O pesticida Roundup®
também induziu a formacdo de micronucleos em eritrécitos do peixe Tilapia
rendalli [GRISOLIA, 2002].

A exposicdo do peixe Prochilodus lineatus a concentragdes sub-letais de
Roundup® promoveu um aumento na glicose plasmatica e na atividade hepatica
da catalase, indicando ativacado de defesas antioxidantes, provavelmente devido a
um aumento na geragao de peroxido de hidrogénio. A exposigao ao Roundup®
também induziu uma variedade de alteragcbes histoldégicas no figado, como
degeneracao celular e nuclear, aumento do volume nuclear, vacuolizagao
citoplasmatica e nuclear, presenca de nucleo picndtico e estagnacdo da bile.
Essas alteragdes podem prejudicar o funcionamento normal do érgdo [LANGIANO
e MARTINEZ, 2008] e constituem uma tipica resposta ao estresse.

Carpas da espécie Cyprinus carpio expostas ao herbicida Roundup®, em
concentragbes de 205 e 410 mg/L de glifosato, por meia hora apresentaram
lesdes em seus hepatdcitos, caracterizadas pelo aparecimento de estruturas
semelhantes a mielina no citoplasma das células e dilatagcdo de suas
mitocdndrias, com perda de uma de suas membranas [SZAREK et al., 2000].

A toxicidade subcrénica do herbicida Biocarb®, cujo principio ativo também
€ o glifosato, sobre ratos Wistar, provocou um aumento na quantidade das

enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) no



soro dos animais, além de ter gerado mudancas no tecido hepatico, pelo aumento
na deposicao de fibras reticulares e o aumento das células de Kupfler, indicando
que este herbicida interfere no metabolismo do figado. A grande deposi¢céo de
fibras colagenas pode causar modificagdes na difusdo de solutos, como
proteinas, entre hepatdcitos e plasma, o que pode prejudicar a fungdo dos
hepatocitos [BENEDETTI et al., 2004].

Ao comparar os efeitos do glifosato e do Roundup® sobre a atividade
bioenergética de mitocondrias isoladas do figado de ratos, Peixoto (2005)
comprovou a toxicidade do Roundup®, diferentemente da do glifosato, que
sozinho nao foi capaz de induzir os mesmos danos. O Roundup® exerceu uma
acao inibitéria sobre a fosforilagdo mitocondrial e sobre os complexos succinato
desidrogenase e citocromo C redutase da cadeia transportadora de elétrons. Na
concentragao de 15 mM, o glifosato presente na preparagao de Roundup®inibiu a
atividade da ATPase em 60%; sob concentragdes acima de 5 mM do herbicida a
atividade da ATP sintetase tornou-se quase bloqueada, sendo inibida em 91%,
comprovando sua toxicidade a estes complexos enzimaticos e questionando a
sua seguranga a saude animal [PEIXOTO, 2005].

Cinco formulacdes herbicidas diferentes, Amega® Cargly®, Cosmic®,
Roundup 3 Plus® e Roundup Biovert®, todas contendo glifosato como ingrediente
ativo, foram usadas em testes experimentais com o ourigo do mar (Sphaerechinus
granularis). Seus resultados mostraram que os herbicidas causaram uma
disfungdo no ciclo celular, que variou de um retardo em algumas fases do
processo a seu total bloqueio. Este resultado, para o Roundup®, foi atribuido ao
efeito sinérgico da molécula do glifosato e ingredientes inertes que constituem
suas formulagbes comerciais. Segundo os autores, estes produtos sé&o
pulverizados no ambiente em concentragdes de 500 a 4000 vezes maiores que as
necessarias para causar efeitos adversos sobre o ciclo celular de S. granularis,
representando assim uma ameaca a saude daqueles que se encontram proximos
ao local onde ele é aplicado e pode ser inalado [MARC et al., 2004].

Os efeitos do Roundup® também foram testados sobre a transcricdo. Ainda
utilizando ovos do ourigco do mar Sphaerechinus granularis, Marc e colaboradores
(2005) demonstraram que o Roundup® nas concentracdes de 2 a 8 mM de

glifosato, interfere adversamente sobre a transcricdo nestes animais, causando
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um atraso no tempo de saida dos embrides de dentro dos ovos. Segundo Marc e
colaboradores, a interferéncia do Roundup® no sutil mecanismo de regulacéo da
transcricdo, durante o desenvolvimento dos embrides, sugere um efeito
potencialmente negativo deste no desenvolvimento inicial, o que pode ser
concernente a saude humana [MARC et al., 2005].

A intoxicagdo por glifosato pode se dar pela absor¢cao pela pele, por
ingestao, pelas vias respiratorias ou transmissao parental [WU et al., 2006]. A
aplicacado de glifosato pode resultar na presenga de residuos tanto na colheita
quanto em animais usados na alimentacdo humana [AMARANTE JUNIOR et al.
2002].

A exposicdo de ratas gravidas ao glifosato induz uma variedade de
anormalidades funcionais na atividade de enzimas especificas no figado, coragéo
e cérebro das mesmas. A atividade enzimatica de desidrogenases das maes e
seus fetos foram alteradas por este herbicida [DARUICH et al., 2001]. A ingestao
oral de 1% de glifosato por fémeas gravidas de ratos Wistar gerou diminuigdo do
consumo de agua e alimento, e aumento na peroxidacéao lipidica no figado das
ratas e seus fetos. Este aumento foi maior no figado dos fetos em comparagao
com a mae gravida, e a exposi¢cao ao glifosato levou ao aumento da atividade da
glutationa peroxidase (GPx) no figado dos fetos, em contraste com nenhuma
mudanga nos niveis da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Essa
alteracdo indica que este herbicida apresenta um potencial para alteracdo do
estado redox das células do figado de fetos que provavelmente apresentam
baixos niveis de enzimas antioxidantes, quando estdo ainda no ventre materno
[BEURET et al., 2005].

Em outro estudo o Roundup® além de mostrar-se toxico as fémeas
gravidas de ratos Wistar, induziu retardo no desenvolvimento do esqueleto do
fetal, ao ser administrado as maes [DALLEGRAVE et al., 2003].

Em humanos, de acordo com um estudo feito com familias de fazendeiros
em Ontario, no Canada, o herbicida glifosato juntamente com outros pesticidas,
foi associado a um aumento no risco de abortos espontaneos, mais
especificamente entre a 122 e a 19?2 semanas de gestagdo, independente do
periodo de ocorréncia da exposigao. No caso de mulheres que engravidaram com

35 anos ou mais, o risco de aborto espontidneo foi 3 vezes maior quando
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comparado a mulheres na mesma idade mas que nao foram expostas a este
mesmo ingrediente ativo [ARBUCKLE et al., 2001].

A exposicao de patos da espécie Anas platyrhynchos ao herbicida
Roundup® resultou em alteracdes na estrutura das regides do testiculo e regido
epididimal, bem como nos niveis de testosterona e estradiol no soro, com
mudancas na expressdao de receptores androgénios restrita ao testiculo. Os
efeitos foram marcadamente dose-dependentes, indicando que este herbicida
pode causar desordens na morfofisiologia do sistema genital de animais machos.
Em conclusdo, os resultados mostram que Roundup® em doses baixas pode
induzir efeitos perigosos no sistema reprodutivo de patos machos, que foram
manifestados principalmente no ducto epididimal e nos ductos proximais
eferentes, sugerindo uma alta sensitividade desses segmentos, entre os 6rgaos
genitais masculinos da espécie [OLIVEIRA et al., 2007].

A ligacao do glifosato a albumina do soro humano foi sugerida por Yue e
colaboradores (2007). Utilizando os métodos de fluorescéncia, espectro CD e UV
foi demonstrada a adsorgdo do glifosato a albumina do soro humano sob as
condi¢cdes estudadas, e a inducdao de pequenas mudancas na estrutura da
proteina. O estudo molecular e a analise termodindmica sugerem que a ligagao
do glifosato a albumina pode ser através de pontes de hidrogénio e interagdes
hidrofébicas [YUE et al., 2007].

Hazarika et al., (2003) demonstrou que os organofosforados podem
aumentar a peroxidacéo lipidica através da sua interagcao direta com a membrana
plasmatica da célula. Outros estudos tém demonstrado que o Roundup® ou a
molécula do glifosato apresentam um potencial para alterar o carater antioxidante
da célula [HULTBERG, 2007; GEHIN et al. 2006; PIENIAZEK et al., 2004;].

Costa e colaboradores (2008) testaram os efeitos do herbicida Roundup®
em um ambiente aquatico, sobre o estresse oxidativo e a fungdo cardiaca de
girinos de sapo boi e observaram no grupo exposto a 1 ppm de Roundup® por 48h
0 aumento nos niveis das atividades hepaticas da SOD, CAT e nos niveis da PL
(81%, 189% e 55%, respectivamente) quando comparados ao grupo controle,
demonstrando que o Roundup® tem um impacto negativo, com alto potencial para
indugdo de estresse oxidativo nestes animais, além de observarem alteragdo no
sistema cardiaco [COSTA et al., 2008].
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Gehin e colaboradores (2006), utilizando a linha celular epidérmica HaCat,
demonstrou que in vitro, o tanto o glifosato, quanto a formulacdo “Roundup 3

Plus®

foi capaz de induzir mudangas significantes no carater antioxidante da
célula, como deplegao da glutationa, desordens enzimaticas (CAT, GPx e SOD), e
aumentar a PL, pelo aumento significativo de substancias reativas, o que resultou
no aumento da morte celular. Gehin et al sugerem que a geragao de espécies
reativas do oxigénio (ROS) pode estar relacionada a toxicidade de pesticidas
formulados a base do glifosato.

O estresse oxidativo causado pelo Roundup® em girinos de sapo-boi foi
indicado pelo aumento nos niveis de hidroperoxidos lipidicos nos tecidos, gerados
pelo ataque oxidativo aos fosfolipideos da membrana celular e lipideos
circulantes, indicando um acumulo de ROS nas células do figado e musculo
esquelético apds 48 h de exposicdo a 1 ppm de Roundup® [COSTA et al., 2008].
Segundo Costa et al. 2008, a geragcdao de ROS nestas células, com uma
consequente inducdo de danos, pode ser um dos principais efeitos toxicos do
organofosforado Roundup® a estes animais.

A PL em eritrocitos humanos teve seus niveis aumentados tanto pelo
Roundup Ultra 360 SL® como também por seu componente ativo glifosato,
quando incubados por uma hora em concentracdes de 1000 ppm, em estudos
fetos por Pieniazek et al, 2004. Outra consequéncia do Roundup Ultra 360 SL® foi
aumento na concentragdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), a partir da dose de 500 ppm, apdés uma hora de incubagdo. Neste
mesmo estudo os autores detectaram um aumento na atividade da CAT
eritrocitaria e a oxidagcdo da hemoglobina a metahemoglobina, gerados pelo
Rundup ultra 360 SL® e pelo glifosato.

Elevacbes nos niveis de producdo de TBARS em concentragdes que sao
potencialmente encontradas no ambiente pelo uso deste herbicida na agricultura
foram também observadas no peixe Rhamdia quelen [GLUSCZAK et al., 2007].
Apds 96 horas de exposicao, esta espécie apresentou alteragdes em parametros
metabdlicos e enzimaticos, tais como inibicdo na atividade da acetilcolinesterase,
peroxidacgao lipidica e no catabolismo de proteinas.

Concentragdes extracelulares de cisteina, um precursor na sintese da

glutationa, foram aumentadas na presenga de glifosato em culturas de células
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HelLa e células de hepatoma. Todavia, a concentracao de cisteina intracelular foi
diminuida na cultura de hepatécitos em presencga daquele herbicida [HULTBERG,
2007]. Essa interferéncia nas concentragdes de cisteina pode, segundo o autor,
explicar a interferéncia deste herbicida sobre a atividade da GPx observada em
alguns estudos.

Ao avaliar o efeito do glifosato, vinclosolin e DPX-E9636 sobre cultura de
linfocitos bovinos, Lioi e colaboradores concluiram que os pesticidas testados sao
genotdxicos sobre estas células, porque essas células quando expostas a
aqueles agentes quimicos tém seu metabolismo alterado, provavelmente gerando
ROS, através de mecanismo ainda desconhecido. Todas as doses testadas de
cada pesticida produziram danos citogenéticos, além de uma mudanga no estado
redox da célula em doses baixas de glifosato e vinclozolin [LIOI et al., 1998]

Tanto o glifosato quanto o Roundup® demonstraram efeitos citotdxicos e
genotoéxicos in vitro, em linfécitos humanos, e in vivo, em ratos [BOLOGNESI,
1997]. A formulacdo Roundup Transorb®, afetou o crescimento de linhagens de
Bradyrhizobium, uma bactéria simbionte da soja, sob condigbes laboratoriais
[SANTOS et al, 2005].

Em estudos toxicologicos, os eritrécitos constituem uma ferramenta ideal
para o estudo de membranas. Os eritrocitos ou células vermelhas, juntamente
com outros elementos (células brancas e plaquetas) e plasma compde o sangue,
um fluido especializado na comunicagao entre os tecidos [ASHTON, 2007].

O sangue, gragas a sua capacidade de transporte, pode servir como um
carreador de inseticidas. Os eritrocitos, por sua simplicidade estrutural, séo
excelentes modelos de estudo das interagbes entre biomembranas, drogas e
outros componentes biologicamente ativos [BARAKAT, 2005, BUKOWSKA,
2007].

A membrana € o primeiro ponto de contato de qualquer substancia com a
célula e as estruturas e funcbes das células sao criticamente dependentes de
suas membranas [COOPER e HAUSMAN, 2007]. Muitas proteinas de membrana,
bem como seus lipideos, sao afetados pela inser¢ao de componentes tdxicos que
causam mudangas na sua organizagdo estrutural e nas fungbes das
biomembranas [NARENDRA et al., 2007] e, consequentemente, afetam a

funcionalidade da célula.
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A técnica de fragilidade osmotica de eritrocitos expressa a habilidade
dessas células em manterem suas membranas estaveis em presenga de um
agente caotropico [ALDRICK, 2006]. A mesma constitui-se numa o6tima
ferramenta de avaliacdo da toxicidade dos pesticidas sobre os eritrocitos. A
possivel hemdlise provocada nos eritrocitos pelo pesticida pode ser quantificada
por medidas espectofotométricas da hemoglobina a 540nm.

O uso dos herbicidas a base de glifosato na agricultura continua a se
expandir, particularmente em aplicagdes envolvendo variedades de plantas que
sdo geneticamente modificadas para tolerar o tratamento com o mesmo [LI et al.,
2007]. A expansao de seu uso causa um maior contato dos mesmos com
organismos animais que nao deveriam sofrer seus efeitos toxicos, que existem,

ainda que este pesticida devesse atuar somente sobre plantas.

Consideracges Finais

O uso dos agrotoxicos tornou-se indispensavel ao bom rendimento das
culturas agricolas, sendo seu uso imensamente difundido no Brasil. No entanto,
seus efeitos prejudiciais sobre o ambiente e os organismos animais s&o
facilmente observados e podem ser comprovados através de estudos
experimentais.

Dentre as classes de agrotoxicos os OPs apresentam caracteristicas
toxicologicas especificas. Sua toxicidade pode depender do tipo de OP, da via de
intoxicagdo, do animal contaminado e do meio e grau de contaminagdo. O OP
Roundup®, apesar de ser conhecido como um herbicida que apresenta toxicidade
moderada tem sido associado a inumeras desordens a saude dos organismos
animais testados, em condicdes laboratoriais.

Com o advento das plantas transgénicas, resistentes aos herbicidas a base
de (¢lifosato, o uso destes compostos tende a aumentar, levando a um
consequente aumento de seus efeitos tdxicos aos animais e ao ambiente. Uma
das vias de transporte desse composto nos organismos € o sangue, que pode ter
suas células lisadas bem como a fisiologia de suas células alterada pelo estresse
oxidativo gerado, pela mudanga do seu estado redox ou pelos danos causados as

suas membranas o que compromete suas funcbes e a saude do animal
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contaminado. A técnica de analise de efeitos de substancias sobre a estabilidade
de membranas € adequada para verificar os efeitos de drogas, inclusive

herbicidas sobre membranas, utilizando como modelo o eritrocito.
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RESUMO

O Roundup® é o herbicida mais utilizado na agricultura brasileira. Ele
contém em sua composi¢do o sal do glifosato com isopropilaménio, além do
surfactante polioxietilenoamino. Essa combinacdo aumenta bastante a poténcia
herbicida do glifosato. Embora a destinagédo do produto seja o controle de ervas
daninhas, ele apresenta um grande impacto sobre os organismos animais. Neste
trabalho, a poténcia hemolitica do Roundup foi testada em amostras de sangue
de frangos de corte e de coelhos, colhidas na presenca de EDTA ou de heparina
como anticoagulante. A natureza do anticoagulante utilizado na coleta de sangue
interfiriu na agdo hemolitica do Roundup®. O herbicida produziu lise de eritrocitos
de frangos e de coelhos dentro da faixa de concentracdo recomendada pelo
fabricante para uso na agricultura. Os eritrécitos de frangos de corte se
mostraram mais resistentes do que os eritrocitos de coelhos contra a lise induzida

pelo Roundup®.

Palavras-chave: Glifosato; Roundup®; Eritrocitos; Estabilidade de membrana



27

ABSTRACT

Roundup® is the most used herbice in Brazilian agriculture. It contains in its
composition the salt of glyphosate with isopropylammonium, beyond the surfactant
polyoxy-ethyleneamine. This combination significantly increases the power of the
herbicide glyphosate. Although the destination of the product is the control of
weeds, he has great impact on the animal organisms. In this work, the hemolytic
power of Roundup® was tested in blood samples from broiler chickens and rabbits,
harvested in the presence of EDTA or heparin as an anticoagulant. The nature of
anticoagulant used in the collection of blood interfered in the hemolytic action of
Roundup®. The herbicide produced lysis of red blood cells of chickens and rabbits
within the concentration range recommended by the manufacturer for use in
agriculture. The red blood cells of broilers were more resistant than the red blood

cells of rabbits against lysis induced by Roundup®.

Key words: Gliphosate; Roundup®; Erythocytes; Membrane stability
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INTRODUCAO

De acordo com a Companhia Monsanto do Brasil, o Roundup® original é
classificado no grau IV como um pesticida moderadamente téxico, constituido por
41% (peso/peso) de glifosato (N-fosfonometil-glicina) de isopropilaménio, 8%
(peso/peso) de POEA e 51% (peso/peso) de ingredientes inertes.

Apesar da rota enzimatica de acdo do Roundup® nédo estar presente no
organismo animal, ja que ele inibe a acdo da 5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato
sintetase (EPSPS), presente apenas em plantas, o seu contato com o organismo
animal provocou efeitos toxicos tanto in vitro quanto in vivo (COSTA et al., 2008;
ARBUCKLE et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2007; GLUSCZAK et al., 2007).

Alguns estudos comprovam que o Roundup® é mais tdxico que seu
componente ativo, o glifosato [GRISOLIA, 2002, BRADBERRY et al. 2004]. Essa
maior toxicidade exibida pelo Roundup® provavelmente se deve ao efeito
sinérgico do principio ativo e dos surfactantes adicionados junto com outras
substancias inertes [PEIXOTO, 2005; BRADBERRY et al. 2004; GRISOLIA,
2002].

A contaminagdo de organismos animais pelo Roundup® pode se dar pelas
vias respiratorias, pele, ingestdo ou transmisséo parental [WU et al., 2006]. Ao ser
pulverizado sobre a cultura agricola, este herbicida pode contaminar organismos
nao alvos que estejam presentes no local ou préoximo ao local de sua aplicagao.

Seus residuos tém sido detectados em aguas, ja que seu uso é bastante
difundido para controle de ervas daninhas aquaticas, gerando também danos a
saude de animais aquaticos [JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002, 2003; TSUI e
CHU, 2003; 2008; GLUSCZAK et al, 2006].

Apdés sua entrada no organismo animal, o Roundup® interfere no
funcionamento celular [PEIXOTO, 2005]. Sua presenca altera a ativacdo da
defesa antioxidante [LANGIANO e MARTINEZ, 2008], da atividade bioenergética
de mitocdndrias [PEIXOTO, 2005] e de enzimas celulares [BEURET et al., 2005],
prejudicando a fisiologia celular. Sua ligacdo a albumina do soro humano foi
demonstrada em experimentos in vitro, onde pequenas mudancas na estrutura da

proteina foram verificadas [YUE et al., 2007].
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Experimentos in vitro demonstraram a influéncia deste herbicida nos
indices de peroxidacao lipidica [GEHIN et al. 2006], no carater antioxidante das
células e na geragao de substancias como espécies reativas do oxigénio (ROS) e
substancias reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS) [PIENIAZEK et al, 2004].

Costa e colaboradores (2008) determinaram um aumento gerado pelo
Roundup® nos niveis de hidroperéxidos lipidicos como conseqiiéncia do ataque
oxidativo aos fosfolipideos da membrana e lipideos circulantes nas células do
figado e musculo esquelético de girinos de sapo boi, indicando a ocorréncia de
aumento na geragao de ROS nestas células apds exposi¢ao ao Roundup®.

A formacdo das membranas biolégicas € baseada nas propriedades dos
lipideos, e todas as membranas celulares compartiiham uma organizagao
estrutural comum constituida por uma bicamada de fosfolipideos e proteinas
associadas. Entre outras funcodes, tais proteinas sao responsaveis pelo transporte
seletivo de moléculas através da membrana [CAMPBELL, 2000].

Os fosfolipideos, principais blocos formadores das membranas, sao
moléculas anfipaticas, unidas principalmente por interacées hidrofdbicas. Essas
moléculas unem suas cabecgas polares, que mantém constante contato com o
meio aquoso, e escondem suas caudas apolares, no interior da bicamada, para
gue n&o entrem e contato com a agua [CAMPBELL, 2000].

A membrana € o primeiro ponto de contato de qualquer substancia com a
célula e as estruturas e funcbes das células sao criticamente dependentes de
suas membranas [CAMPBELL, 2000]. Muitas proteinas de membrana, bem como
seus lipideos, sao afetados pela insercado de componentes téxicos que causam
mudangas na sua organizagdo estrutural e nas fungdes das biomembranas
[NARENDRA et al., 2007] e, consequentemente, afetam a funcionalidade da
célula.

Em estudos toxicoldgicos, os eritrocitos constituem uma ferramenta ideal
para o estudo de membranas. Os eritrocitos ou células vermelhas, juntamente
com outros elementos (células brancas e plaquetas) e plasma compde o sangue,
um fluido especializado na comunicagao entre os tecidos. Pela comparagdo com
o volume total do fluido extracelular, o volume do sangue é pequeno (70 mL/kg de
peso corporal). Todavia, o sangue desempenha uma série de fungbes, como o

transporte de gases e nutrientes, atuacdo como tampao, estabilizagdo da
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temperatura corporal e defesa contra patégenos, além de prevenir perdas de
fluido em consequéncia de injurias, pelo processo de coagulagdo [ASHTON,
20071].

As células vermelhas do sangue (RBC) se apresentam sob uma forma
bicdbncava, sendo 2.6 ym nas laterais, 0.8 ym ao centro, e didametro de cerca de
7,8 um. Esta forma reflete a falta de organelas encontrada nos eritrocitos maduros
e 0 uso do recurso de uma grande area de superficie por volume, que € ideal para
o transporte de gases. A forma bicbncava também permite aos eritrocitos
formarem pilhas que facilitam o fluxo através dos pequenos capilares, deixando-
os flexiveis o suficiente para passarem por esses [ASHTON, 2007].

O fluxo dos eritrécitos através dos capilares depende principalmente da
habilidade para deformidade mecanica de sua membrana [YAO e ZHA, 2007] e a
injuria a essas células pode prejudicar seu transporte através da microcirculagao
[BELLARY et al., 1995; CHUNG e HO, 1999]. Entre outras consequiéncias as
mudangas nas propriedades da membrana sao também caracterizadas pelas
alteracdes na sua fluidez [WATANABE et al., 1990] e conseqlente alteragdo na
funcao destas células, que é o transporte de gases.

A principal funcao dos eritrocitos é transportar oxigénio dos pulmdes para
os tecidos e dioxido de carbono [ASHTON, 2007], juntamente com protons
resultantes dos processos metabdlicos [BUKOWSKA, 2007], dos tecidos para os
pulmdes. Estas importantes fungdes devem ser feitas eficientemente e, por isso, a
estrutura do eritrécito €& completamente subordinada as suas tarefas
[BUKOWSKA, 2007].

O sangue, gragas a sua capacidade de transporte, pode servir como um
carreador de inseticidas. Os eritrocitos, por sua simplicidade estrutural, séo
excelentes modelos de estudo das interagbes entre biomembranas, drogas e
outros componentes biologicamente ativos [BARAKAT, 2005, BUKOWSKA,
2007]. Sao especialmente vulneraveis ja que n&do possuem capacidade
regenerativa e de reparo de membranas [WEBSTER e TOOTHILL, 1987]
podendo as injurias a essas gerar hemdlise ou afetar sua deformabilidade [SHIGA
e MAEDA, 1980]. A hemdlise destas células pode ser facilmente quantificada in
vitro por medida espectrofotométrica da hemoglobina liberada em solugédo a 540

nm.
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Por sua eficiéncia no combate a ervas daninhas, o Roundup® € um
pesticida amplamente usado na agricultura. Apdés 34 anos de seu langamento,
algumas espécies de ervas daninhas ja desenvolveram resisténcia a este
herbicida. A Monsanto recomenda para uso deste herbicida na agricultura
concentracdes de 0,5 a 4%L de Roundup®/100L de agua.

O conteudo ibnico de nossas células € muito diferente do conteudo do
plasma e do liquido das matrizes extracelulares. Essa diferenca € mantida
durante toda a vida das células, em geral com um importante gasto de energia
pela membrana plasmatica ou celular, que regula o intercambio de ions e
moléculas entre a célula e o meio extracelular [CAMPBELL, 2000].

Dentro de uma mesma espécie animal surgem mudangas no
comportamento de transporte de substancias através da membrana, com o
avanco da idade. Frangos jovens e adultos, por exemplo, apresentam diferengas
no transporte de alguns solutos através da membrana de seus eritrocitos (DREW
et al., 2002). Além disso, diferentes mecanismos de defesas podem ter sido
desenvolvidos por estes animais, tornando suas células mais ou menos
resistentes a toxicidade exercida pelos compostos presentes em diferentes
substancias estranhas ao seu organismo. A permanéncia de um pesticida como o
Roundup® no organismo animal, ainda que transitoriamente, causa no organismo
exposto, alteragcdes que podem e devem ser avaliadas.

Para analisar as diferencas de comportamento de eritrocitos sob a
toxicidade do herbicida Roundup Original® estudamos a estabilidade osmética de
eritrocitos de frangos de corte e de coelhos, sob concentragdes crescentes do
herbicida em solucdo salina 0,9%. As amostras de sangue foram coletadas
utilizando dois diferentes anticoagulantes para também avaliar a influéncia da

natureza do anticoagulante usado nos resultados obtidos.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de sangue

Amostras de 1 mL de sangue foram colhidas, em seringas contendo uma
gota de heparina ou uma gota de EDTA, da veia jugular de coelhos (com médias
de idade e de massa corporal de 40 dias e 2000 g, respectivamente), e da veia
braquial de frangos (médias de idade e de peso de 90 dias e 1100 g,

respectivamente).

Reagentes e equipamentos

Foi utilizado NaCl da marca VETEC, com 99% de grau de pureza, o qual
que foi devidamente corrigido durante o preparo das solugdes. As medidas de
volume foram realizadas em bureta de vidro refratario e pipetas automaticas. As
medidas de massa foram feitas utilizando-se balanga digital da marca AND,
modelo 870. As incubagbes foram feitas em banho termostatizado da marca
Sieger, modelo Stern 6. A centrifugacédo em centrifuga da marca Excelsa Baby,
modelo 2410. As leituras de absorbancia foram feitas em espectrofotdmetro

Micronal modelo B-442.

Determinacdo da estabilidade de eritrocitos em solucdo salina fisioldgica
sob concentracdes crescentes de glifosato

Solugdes com concentracdes de 0 a 40 uL de Roundup® em 100 mL de
solugdo, com intervalos de 0,5 pL de Roundup® até a solucédo contendo 6 pL e,
posteriormente, com intervalos de 2 yL até a solugédo contendo 40 uL/100mL de
solucado salina fisiologica (NaCl a 0,9%). Essa faixa de concentragéo, de acordo
com as indicagdes do fabricante do herbicida, esta dentro do limite aceitavel para
uso do mesmo em diversas culturas agricolas.

Baterias de tubos de ensaio (Eppendorﬁ‘®) em duplicata foram preparadas
com 1 mL da solugdo teste e 10 yL de sangue. Apds homogeneizacédo e
incubacdo a 37 °C por 30 minutos para coelhos e 41°C por 30 minutos para
frangos de corte, os frascos foram centrifugados por 10 minutos a 1.300xg e o

sobrenadante foi analisado por espectrofotometria visivel a 540 nm.
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Determinacdo das curvas de transicdo de lise dos eritrécitos

As dependéncias dos valores de absorbancia a 540 nm (As4q) com as
concentragbes de glifosato foram ajustadas por linhas de regressado sigmoidal,
dadas pela equacgao de Boltzmann,

A1-Ay
DDso)/dD

As40 = Ay

1+e(

em que A; e A, representam os valores minimo e maximo de hemdlise, D é a
concentragao do glifosato, Dso representa a concentragao do glifosato que causa

50% de hemdlise e dD é a amplitude da transi¢cao sigmoidal entre A; e A,.

EdicOes de graficos e analises estatisticas

As edicbes de graficos e analises estatisticas foram realizadas com o
programa Origin 7.5 Professional (Microcal Inc. Massachusets, EUA).

Somente foram consideradas significantes as linhas de regressdo com p
menor que 0,05.

A comparacao dos valores de Dsp foi feita por analise de variancia
(ANOVA), com p<0,05 indicando diferenga estatisticamente significante entre as

médias.
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RESULTADOS

As amostras de sangue de frangos colhidas com EDTA, ap6s submisséo a
concentracdes crescentes de Roundup®, em solucdo a 0,9% de NaCl,
apresentaram os valores de absorvancia a 540 nm mostrados na Figura 1. O
valor médio de Dso foi 19,30 + 0,77 pL Roundup®100 mL de salina (Tabela 1), o
que significa que sob esta concentragdo de Roundup® 50% das hemacias
sofreram lise.

As amostras de sangue de frangos colhidas com heparina produziram o
padrdo de dependéncia da absorvancia em 540 nm em fungao da concentragao
de glifosato presente na solugéo de Roundup® apresentados na Figura 2. O valor
médio de Dso foi de 29,50 + 2,40 uL Roundup®100 mL de salina (Tabela 1).

Os valores de Dsp observados para as amostras de sangue de frango
colhidas com heparina foram significantemente maiores (p < 0,05) do que aqueles
obtidos para as amostras colhidas com EDTA (Tabela 1).

A Figura 3 apresenta a andlise da toxicidade do Roundup® sobre as
amostras de sangue de coelho colhidas com EDTA. O valor médio de Ds, obtido
para as amostras de sangue colhidas com EDTA foi de 7,72 + 1,01 pL
Roundup®100 mL de salina (Tabela 1).

A Figura 4 apresenta a andlise da toxicidade do Roundup® sobre as
amostras de sangue de coelho colhidas com heparina. O valor médio de Ds, para
as amostras de sangue colhidas com heparina foi de 4,98 + 0,86 uL
Roundup®/100 mL de salina.

Os valores de Dsp obtidos para as amostras de sangue de coelho colhidas
com EDTA foram significantemente maiores (p < 0,05) do que aqueles obidos
para as amostras colhidas com heparina (Tabela 1).

As curvas de lise dos eritrocitos humanos foram também analisadas quanto
a altura (h) de cada curva de lise (Tabela 2). Os valores de h foram
significantemente (p < 0,05) maiores para as amostras de sangue colhidas com
EDTA do que para as amostras colhidas com heparina, tanto para frangos quanto
para coelhos.

Outro parametro analisados das transi¢coes consideradas foi a amplitude

(dD) da transig¢ao sigmoidal (Tabela 3). Os valores de dD foram significantemente
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maiores (p < 0,05) para a amostras de sangue colhidas em heparina em relagao

aquelas colhidas em EDTA, tanto para frangos quanto para coelhos.
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Figura 1. Efeito da concentracdo do herbicida Roundup, dada em mL da
preparagao comercial do herbicida por 100 mL de solucao salina fisiolégica (NaCl
0,9%) sobre a lise de eritrocitos de frangos de corte. Condigbes: 41 °C; coleta de

sangue em EDTA como anticoagulante.
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Tabela 1. Valores de Dsy (média + desvio-padrdo), dados em puL de
Roundup®100 mL salina, obtidos para amostras de sangue de coelhos e frangos

coletadas na presenga de EDTA ou heparina como anti-coagulante.

Animal EDTA Heparina p*
Coelho 7,72 £ 1,01 4,98 + 0,86
(N=7) (N=10)
Frango de corte 19,30 £ 0,77 29,50 +2,40
(N=7) (N=06)
pi 1 1

* p < 0,05 indicando diferenca estatisticamente significante entre anti-coagulantes
(ANOVA).
I p < 0,05 indicando diferenga estatisticamente significante entre animais
(ANOVA).
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Figura 2. Efeito da concentracdo do herbicida Roundup, dada em mL da
preparagao comercial do herbicida por 100 mL de solucéao salina fisiolégica (NaCl
0,9%) sobre a lise de eritrocitos de frangos de corte. Condigbes: 41 °C; coleta de

sangue em heparina como anticoagulante.
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Figura 3. Efeito da concentracdo do herbicida Roundup, dada em mL da
preparagao comercial do herbicida por 100 mL de solugdo salina fisiolégica (NaCl
0,9%) sobre a lise de eritrocitos de coelhos. Condi¢des: 37 °C; coleta de sangue

em EDTA como anticoagulante.
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Figura 4. Efeito da concentracdo do herbicida Roundup, dada em mL da
preparagao comercial do herbicida por 100 mL de solugdo salina fisiolégica (NaCl
0,9%) sobre a lise de eritrocitos de coelhos. Condigbes: 37 °C; coleta de sangue

em heparina como anticoagulante.
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Tabela 2. Valores da altura (h), dados em unidades de absorvancia (AOD), da
curva de lise de eritrocitos de coelhos e de frangos de corte coletados em EDTA

ou heparina como anticoagulante.

Animal EDTA Heparina p
Coelho 1,38 £ 0,14 1,16 £ 0,09 *
(N=7) (N=10)
Frango 0,73 £ 0,09 0,39 £ 0,08 *
(N=7) (N =6)
pt 3 3

* p < 0,05 indicando diferenga estatisticamente significante entre anti-coagulantes
(ANOVA).
I p < 0,05 indicando diferenga estatisticamente significante entre animais
(ANOVA).
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Tabela 3. Valores da amplitude (dD), dados em pL de Roundup®100 mL salina,
da curva de lise de eritrocitos de coelhos e de frangos de corte coletados em

EDTA ou heparina como anticoagulante.

Animal EDTA Heparina pP*
Coelho 1,11 £ 0,58 1,54 + 0,58 *
(N=7) (N=10)
Frango 0,27 £ 0,12 1,80 £ 1,19 *
(N=7) (N=106)
pt 1 1

* p < 0,05 indicando diferenga estatisticamente significante entre anti-coagulantes
(ANOVA).
I p < 0,05 indicando diferenga estatisticamente significante entre animais
(ANOVA).
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DISCUSSAO

Neste trabalho a estabilidade de eritrdcitos foi utilizada como ferramenta
para estimar o comportamento das membranas citoplasmaticas frente a agentes
exdgenos presentes no herbicida Roundup®. A membrana representa a primeira
barreira a ser transposta pelo herbicida para entrar no organismo animal e agir
afetando ou ndo o funcionamento da célula.

Nossos resultados demonstraram que o Roundup® induziu a lise dos
eritrocitos de frangos de corte e de coelhos dentro de concentragdes indicadas
pelo fabricante, para uso na agricultura.

Dentro dessa faixa de concentracgéo, eritrocitos humanos e de ratos Wistar
também sofreram lise [BATISTA et al., 2007].

As concentragdes de Roundup® capazes de promover 50% de lise dos
eritrécitos (Dsg) de sangue humano e de ratos Wistar foram respectivamente de
34,30 e 10,4 uL/100 mL de salina [BATISTA et al., 2007].

Nossos resultados, com frango e coelho, demonstraram que a lise de 50%
(Dso) dos eritrocitos de amostras de sangue de frangos de corte e de coelhos,
coletadas em EDTA, ocorreu quando as concentragdes de Roundup® foram de,
respectivamente, 19,30 e 7,72 yL de Roundup em 100 mL de salina (NaCl a
0,9%). Se a resisténcia de eritrocitos frente a agdo de agentes toxicos do
ambiente é, de alguma forma, proporcional a longevidade da espécie, seria de se
esperar que os frangos tivessem eritrécitos menos resistentes ao Roundup®, uma
vez que a longevidade estimada dos frangos de granja € muito inferior a dos
coelhos. Entretanto, isso ndo ocorreu. E possivel que outros fatores associados
as condi¢cdes experimentais, como diferencas na idade dos animais [PENHA-
SILVA et al., 2007], a temperatura do ensaio e a natureza do anticoagulante,
sejam responsaveis pela diferenga observada no Dso.

Os ensaios para determinagcao dos valores de Dsg dos eritrocitos dos
frangos de corte foram conduzidos a temperatura de 41 °C, enquanto os ensaios
com os eritrécitos de coelhos foram conduzidos a 37 °C. Como o calor € um
poderoso agente caotropico [FONSECA, 2006], inclusive para as membranas
biolégicas [CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008], a diferenca entre as
temperaturas utilizadas nos ensaios pode ter tido impacto na inversdo da

tendéncia esperada a partir da longevidade das duas espécies.
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A natureza do anticoagulante pode ter influenciado nos valores obtidos de
Dso. Dados da literatura referentes a acéo de anticoagulantes sobre o sangue de
frangos de corte sdo escassos. O EDTA tem conhecido efeito hemolitico em
Cyprinus carpio L [WALENCIK e WITESKA, 2007]. O EDTA tem a propriedade de
quelar cations, da mesma forma que o glifosato presente nas preparagbes de
Roundup® [AMARANTE JUNIOR, 2002]. E possivel, assim, que algum tipo de
interag&o possa ocorrer entre o EDTA e o glifosato.

Quando os ensaios foram conduzidos com amostras de sangue colhidas
com heparina, os valores de Dsy obtidos para de eritrocitos de frangos e de
coelhos foram de 29,50 e 4,98 uL de Roundup por 100 mL de NaCl a 0,9%. Como
houve diferengas significantes entre os valores de D50 obtidos para os eritrocitos
de amostras de sangue colhidas em EDTA em relagédo a Heparina, isso indica que
a natureza do anticoagulante pode afetar na resisténcia do eritrocito a lise pelo
Roundup®, mas, verificou-se, também, que na presenca de Heparina, os
eritrocitos de coelhos apresentaram menor resisténcia a agcdo hemolitica exercida
pelo Roundup® em relacdo aos eritrécitos de frangos. Como a magnitude da
diferenca foi ampliada, é provavel que essa diferenca seja real e nao justificada
pela diferenga na temperatura utilizada nos ensaios com sangue de frangos de
corte (41 °C) em relagdo aos ensaios com sangue de coelhos (37 °C).

A conjungédo dos efeitos do anticoagulante, da temperatura, dos principios
presentes no herbicida Roundup® e das caracteristicas intrinsecas das amostras
de sangue das duas espécies consideradas poderia estar produzindo efeitos
antagobnicos para os anticoagulantes (Tabela 1). A utilizagado de Heparina produziu
uma diminui¢do nos valores de Dsy dos eritrocitos de frangos e aumento no Dsg
dos eritrocitos de coelhos.

Se analisarmos esse paradoxo tomando como paradigma a ag¢ao do
Roundup®, concluiremos que a mudanga do anticoagulante de EDTA para
Heparina esteve associada a uma estabilizagao relativa dos eritrocitos de frangos
de corte e desestabilizagao relativa dos eritrocitos de coelhos. Esse antagonismo
de acado do glifosato pode ser real e decorrente de mudanca de alguma
propriedade do meio que esteja afetando o equilibrio entre estados morfolégicos
distintos dos eritrécitos [CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008], pois

assim como o Roundup® o etanol também & um agente caotrdpico de
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membranas e para o etanol, a estabilizacado foi atribuida a uma diminuicdo da
esferocidade do eritrocito em fungdo do aumento da pressao osmaotica [CUNHA et
al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008].

Provavelmente, diferengas naturais no volume dos eritrécitos de frangos
em relagdo aos eritrécitos de coelhos, além de diferengas na composigao lipidica
e no conteudo do colesterol da membrana celular, podem influenciar a
permeabilidade de suas membranas [BACK E NELSON, 1996].

Estudos mostraram diferengas entre os eritrocitos de frangos e eritrocitos
de mamiferos. Os eritrocitos de frangos apresentam nucleo, tém menor tempo de
maturacdo e vida média (28 a 35 dias) mais curta do que os eritrocitos dos
mamiferos [STURKIE, 1976]. Os frangos, também, apresentam um metabolismo
basal mais alto e uma temperatura corporal mais elevada (41 °C) do que a dos
mamiferos [STURKIE, 1976].

Os resultados desse trabalho, também, mostram que ha outras diferencas
no padréo de lise de eritrocitos pelo Roundup® que refletem diferencas existentes
entre as espécies estudadas (frangos e coelhos) e a natureza do anticoagulante
(Tabela 2 e Tabela 3).

A altura da curva de transicdo de hemdlise (h), que representa a
concentracdo de hemoglobina livre na solugédo [DE FREITAS et al., 2008] foi
significantemente maior para as amostras de sangue de coelho do que de sangue
de frango (Tabela 2) e foi significantemente maior na presenga de EDTA do que
de heparina. Esse comportamento pode estar relacionado com a natureza
quelante de cations, tanto do EDTA quanto do Glifosato.

A amplitude da transi¢do sigmoidal de lise (dD), que representa o grau de
cooperagao do sistema com a acgao caotropica do glifosato [DE FREITAS et al.,
2008], foi significantemente maior para as amostras de sangue de coelho do que
de sangue de frango (Tabela 3). Embora, os eritrocitos de coelhos tenham sido
menos resistentes do que os de frango, eles respondem de uma maneira menos
cooperativa com o aumento da concentragao de Roundup®. A amplitude foi
significantemente menor na presenca de EDTA do que de Heparina, o que indica
que o EDTA estaria desfavorecendo a cooperatidade da resposta do eritrocito a

acao caotropica do Roundup®.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

1. Embora a natureza do anticoagulante utilizado na coleta de sangue
interfra na agdo hemolitica do Roundup®, esse herbicida produziu lise de
eritrocitos de frangos e de coelhos dentro da faixa de concentragao recomendada
pelo fabricante para uso na agricultura.

2. Os eritrocitos de frangos de corte se mostraram mais resistentes do que

os eritrécitos de coelhos contra a lise induzida pelo Roundup®.
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